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Abstract of DE1 01 1251 5 

Detecting cytosine methylation in DNA samples by: (i) chemically treating a genomic sample to convert all 
non-methylated cytosines to uracil while leaving methylated cytosines unchanged; (ii) amplification with 2 
primer oligonucleotides and a polymerase; and (iii) analysis of the amplicon and deducing the methylation 
status of test DNA. Detecting cytosine methylation in DNA samples by: (i) chemically treating a genomic 
sample to convert all non-methylated cytosines to uracil while leaving methylated cytosines unchanged; 
(ii) amplification with 2 primer oligonucleotides and a polymerase; and (iii) analysis of the amplicon and 
deducing the methylation status of test DNA from the presence of an amplicon and/or analysis of 
additional positions. The sample contains both test DNA and background DNA and step (ii) is designed 
for preferential amplification of test DNA. An Independent claim is also included for a kit containing a 
bisulfite reagent, primers, additional oligonucleotides that lack a 3'-hydroxy for preparation of an amplicon, 
and optionally instructions for performing an assay. 
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Rapid quantitation of methylation differences at 
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nucleotide primer extension (Ms-SNuPE). 
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© Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungsmustern mit hoher Sensitivitat 

@ Beschrieben wird ein Verfahren zum Nachweis von Cy- 
tosin- Methyl ie rung in DNA-Proben, das aus den folgen- 
den Schritten besteht: Zuerst wird eine genomische DNA- 
Probe, welche zu untersuchende DNA und Hintergrund- 
DNA umfasst, chemisch derart behandelt, dass alle nicht 
methyl ierten Cytosinbasen in Uracil umgewandelt wer- 
den, wahrend die 5-M ethyl cytosinbasen unverandert 
bleiben. Dann wird die chemisch behandelte DNA-Probe 
unter Verwendung von mindestens 2 Primerologinukleo- 
tiden sowie einer Polymerase amplifiziert, wobei die zu 
untersuchende DNA gegenuber der Hintergrund-DNA als 
Templat bevorzugt wird und im letzten Schritt werden die 
Amplifikate analysiert und aus dem Vorliegen eines Am- 
plifikates und/oder aus der Analyse weiterer Positionen 
auf den Methyl ierungsstatus in der zu untersuchenden 
• DNA geschlossen. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierung in DNA-Proben. 
[0002] Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre in der Molekuiarbiologie gut studierten Beobach- 
5 tungsebenen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im 
Lauf der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschaltet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter 
Gene in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist mit AusmaB und Charakter der Methylierung der Gene bzw. 
des Genoms korrelierbar. Insofern auBern sich palhogene Zustande in einem veranderten Methylierungsmuster einzelner 
Gene oder des Genoms. 

10 [0003] 5-Methylcytosin ist die haufigste, kovalent raodifizierte Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkription, beim genetischen Imprinting und in der T\imorgenese. Die 
Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-Me- 
thylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche 
Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dariiber hinaus geht bei einer PCR-Amplifikation die epigenetische In- 

15 formation, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstandig verloren. 

[0004] Eine relativ neu und die mittlerweile am haufigsten angewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlieBender, alkalischer Hy- 
drolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methylcy- 
tosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modifiziert. Damit wird die ursprungliche DNA so umgewandelt, 

20 dass Methylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale", molekularbiologische Techniken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise durch Am- 
plifikation und Hybridisierung oder Sequenzierung nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen auf Ba- 
senpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der Stand der Technik, was die Empfindlichkeit betrifft, wird durch ein 
Verfahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieBt, dadurch die Diffusion und 

25 Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle Fallungs- und Reinigungs- 
schritte durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek A„ Oswald J., Walter J.A.: "Modified and improved method for bisulphate 
based cytosine methylation analysis". Nucleic Acids Res. 1996 DEC 15; 24(24): 5064-6). Mit dieser Methode konnen 
einzelne Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode veranschaulicht. Allerdings werden bisher nur ein- 
zelne Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht; eine globale Untersuchung von Zellen auf Tausenden von 

30 moglichen Methylierungsanalysen ist nicht moglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Frag- 
mente aus geringen Probenmengen zuverlassig analysieren. Diese gehen trotz Diffusionsschutz durch die Matrix verlo- 
ren. 

[0005] Eine Ubersicht iiber die weiteren, bekannten Moglichkeiten, 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem 
folgenden Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein T., DePamphilis ML., Zorbas H.: "Identifying 5-methylcytosine 

35 and related modifications in DNA genomes". Nucleic Acids Res. 1998 May 15; 26(10): 2255-64. 

[0006] Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen (z. B. Zeschnigk M., Lich C, Buiting K., Dorfler 
W., Horsthemke B.: "A single-tube PCR test for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi syndrome based on allelic 
methylation differences at the SNRPN locus", Eur. J. Hum. Genet. 1997 Mar-Apr; 5(2): 94-8) nur in der Forschung an- 
gewendet. Immer aber werden kurze, spezifische Stucke eines bekannten Gens nach einer Bisulfit-Behandlung amplifi- 

40 ziert und entweder komplett sequenziert (Olek A., Walter J.: "The pre-implantation ontogeny of the H19 methylation im- 
print". Nat Genet. 1997, Nov.; 17(3): 275-6) oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine "Primer-Extension-Reaktion" 
(Gonzalgo ML., Jones PA.: "Rapid quantitation of methylation differences at specific sites using methylation- sensitive 
single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE)", Nucleic Acids Res. 1997 Jun. 15; 25(12): 2529-31, WO-Patent 
9500669) oder einen Enzymschnitt (Xiong Z., Laird PW: "COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation as- 

45 say", Nucleic Acids Res. 1997 Jun. 15; 25(12): 2532-4) nachgewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisie- 
rung beschrieben worden (Olek et al, WO 99 28498). 

[0007] Harnstoff verbessert die Effizienz der Bisulfit-Behandlung vor der Sequenzierung von 5-Methylcytosin in ge- 
nomischer DNA (Paulin R., Grigg GW, Davey MW, Piper AA.: "Urea improves efficiency of bisulphate-mediated se- 
quencing of 5-methylcytosine in genomic DNA", Nucleic Acids Res. 1998 Nov. 1; 26(21): 5009-10). 
50 [0008] Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bisulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei ein- 
zelnen Genen befassen, sind: 

Grigg G., Clark S.: "Sequencing 5-methylcytosine residues in genomic DNA", Bioassays. 1994 Jun.; 16(6): 431-6, 431; 
Zeschnigk M., Schmitz B., Dittrich B., Buiting K., Horsthemke B., Dorfler W.: "Imprinted segments in the human ge- 
nome: different DNA methylation patterns in the Prader-Wiili/Angclman syndrome region as determined by the genomic 

55 sequencing method", Hum. Moi. Genet. 1997 Mar; 6(3): 387-95; Feil R., Charlton J., Bird AP, Walter J., Reik W.: "Me- 
thylation analysis on individual chromosomes: improved protocol fort bisulphate genomic sequencing", Nucleic Acids 
Res. 1994, Feb. 25; 22(4): 695-6; Martin V., Ribieras S., Song-Wang X., Rio MC, Dante R.: "Genomic sequencing in- 
dicates a correlation between DNA hypomethylation in the 5' region of the pS2 gene andin its expression in human breast 
cancer cell lines", Gene. 1995, May 19; 157(1-2): 261-4; WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 45560. 

60 [0009] Ein weiteres, bekanntes Verfahren ist die sogenannte methylierungssensitive PCR (Herman JG., Graff JR., 
Myohanen S., Nelkin BD., Baylin SB. (1996), "Methylation-specific PCR: a novel PCR assay for methylation status of 
CpG islands", Proc. Natl. Acad. Sci., USA. Sept. 3; 93(18): 9821-6). Fur dieses Verfahren werden Primer verwendet, die 
entweder nur an eine Sequenz hybridisieren, die durch die Bisulfit-Behandlung einer an der betreffenden Position unme- 
thylierten DNA entsteht, oder aber umgekehrt Primer, welche nur an eine Nukleinsaure bindet, die durch die Bisulfit-Be- 

65 handlung einer an der betreffenden Position unmethylierten DNA entsteht. Mit diesen Primer konnen demnach Amplifi- 
kate erzeugt werden, deren Detektion wiederum Hinweise auf das Vorliegen einer methylierten oder unmethylierten Po- 
sition in der Probe liefern, an welche die Primer binden. 

[0010] Ein neueres Verfahren ist auch der Nachweis von Cytosin-Methylierung mittels einer Tkjman PCR, das als Me- 
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thyl-Light bekannt geworden ist (WO 00/70090). Mit diesem Verfahren ist es moglich, den Methylierungsstatus einzel- 
ner oder weniger Positioner! direkt im Verlauf der PCR nachzuweisen, so dass sich eine nachfolgende Analyse der Pro- 
dukte erubrigt. 

[0011] Eine Ubersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer-Array-Herstellung lasst sich aus einer im Januar 
1999 erschienenen Sonderausgabe von "Nature Genetics" ("Nature Genetics Supplement", Volume 21, January 1999), 5 
der dort zitierten Literatur und dem US-Patent 5994065 iiber Methoden zur Herstellung von festen TYagern fur Zielmo- 
lekiile, wie Oligonucleotide, bei vermindertem, nichtspezifischem Hintergrundsignal entnehmen. 
[0012] Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind vielfach fluoresziert markierte Sonden verwendet 
worden. Besonders geeignet fur Fluoreszenzmarkierungen ist das einfache Anbringen von Cy3- und Cy5-FarbstofFen am 
5-OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise iiber ein to 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 
[0013] Matrix-assistierte Laser-Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungs- 
fahige Entwicklung fiir die Analyse von Biomolekiilen (Karas M., Hillenkamp F.: "Laser desorption ionization of pro- 
teins with molecular masses exceeding 10,000 daltons", Anal. Chem. 1988, Oct. 15: 60(20): 2299-301). Ein Analyt wird 
in eine lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch einen kurzen Laserpuis wird die Matrix verdampft und das Analyt- 15 
molekul so unfragmentiert in die Gasphase befordert. Durch StdBe mit Matrixmolekiilen wird die Ionisation des Analy- 
ten erreicht. Eine angelegte Spannung beschleunigt die Ion en in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen 
Massen werden Ionen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere Ionen erreichen den Detektor friiher als groBere. 
[0014] MALDI-TOF- Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse 
von Nukleinsauren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S. (1995), M DNA and Matrix Assisted Laser Desorption 20 
Ionization Mass Spectrometry", "Molecular Biology: Current Innovations and Future Trends", 1: 147-157.) Fur Nukle- 
insauren ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als fiir Peptide und nimrnt mit zunehmender FragmentgroBe 
uberproportional ab. Fur Nukleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes Ruckgrat haben, ist der IonisationsprozeB 
durch die Matrix wesentlich ineffizienter. In der MALDI-TOF-Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent 
wichtige Rolle. Fiir die Desorption von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die eine 25 
sehr feine Kristallisation ergeben. Fiir DNA gibt es zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices; jedoch wurde da- 
durch der Empfindlichkeitsunterschied nicht verringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert werden, indem 
die DNA chemisch so modifiziert wird, dass sie einem Peptid ahnlicher wird. Phosphorothioatnukleinsauren, bei denen 
die gewohnlichen Phosphate des Ruckgrats durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich durch einfache Alkylie- 
rungschemie in eine ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut, I. G. und Beck, S. (1995), "A procedure for selective DNA 30 
alkylation and detection by mass spectrometry", Nucleic. Acids. Res. 23: 1367-1373). Die Kopplung eines "charge tags" 
an diese modifizierte DNA resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit um den gleichen Betrag, wie er fiir Peptide 
gefunden wird. Ein weiterer Vorteil von "charge tagging" ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, 
die den Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren. 

[0015] Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben 35 
gewonnen. 

[0016] Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen, wie Fritsch und Maniatis, "Molecular Cloning: A Labora- 
tory Manual", 1989. 

[0017] Es sind demnach bislang vielerlei Verfahren zur Methylierungsanalyse Stand der Technik. Die vorliegende Er- 
findung soli jedoch das Problem losen, dass die gangigen Verfahren nicht in der Lage sind, eine in einer Korperflussigkeit 40 
oder Serum befindliche, zu untersuchende DNA gezielt zu amplifizieren, wenn zugleich andere, sequenzhomologe 
DNA-Abschnitte anderen Ursprungs zugegen sind. 

[0018] Die zu untersuchende DNA sowie die ansonsten vorhandenen, im folgenden Hintergrund-DNA genannten Nu- 
kleinsauren, werden in aller Regel gleichermaBen amplifiziert, da die verwendeten Primer auch nicht in der Lage sind, 
zwischen zu untersuchender DNA und Hintergrund-DNA zu unterscheiden. Eine Moglichkeit zur Unterscheidung dieser 45 
DNAs ergibt sich jedoch durch das unterschiedliche Methylierungsmuster. Ein gangiges Verfahren ist die methylierungs- 
sensitive PCR, kurz MSP (Herman JG., Graff JR., Myohanen S„ Nelkin BD., Baylin SB. (1996), "Methylation-specific 
PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG islands", Proc. Nad. Acad. Sci., USA, Sept. 3; 93(18): 9821-6). 
Dieses Verfahren besteht aus mehreren Teilschritten. Zunachst wird eine dem Stand der Technik entsprechende Bisulfit- 
Behandlung durchgefiihrt, welche wiederum dazu fuhrt, dass alle Cytosinbasen in Uracil umgewandelt werden, wahrend 50 
die methylierten Cytosinbasen (5-Methylcytosin) unverandert bieiben. Im nachsten Schritt verwendet man nun Primer, 
welche vollstandig komplementar zu einer methylierten, mit Bisulfit umgewandeiten DNA sind, nicht jedoch zu einer 
entsprechenden DNA, welche urspriinglich nicht methyliert vorlag. Das fuhrt bei der Durchfuhrung einer PCR mit einem 
solchen Primer dazu, dass ausschlicBlich die urspriinglich mcthylicrte DNA amplifiziert wird. Entsprechend ist es mog- 
lich, einen Primer zu verwenden, der im Gegenzug nur die unmethylierte DNA amplifiziert. Auf diese Art und Weise 55 
konnen, wenn zu analysierende DNA sowie Hintergrund DNA zugegen sind, ausschlieBlich die zu untersuchenden 
DNA-Fragmente selektiv erzeugt werden, sofern sich diese hinsichtlich ihres Methylierungsstatus in einer CpG-Position 
von der Hintergrund-DNA unterscheiden. Stand der Technik ist es nun, aus dem Nachweis eines solchen zu untersuchen- 
den DNA-Molekiils auf den Methylierungszustand oder das Vorliegen einer zu untersuchenden DNA riickzuschlieBen, 
was wiederum eine Diagnose beispielsweise einer Tumorerkrankung in Patienten prinzipieli erlaubt, da es bekannt ist, 60 
dass beispielsweise die Serum-DNA-Konzentration sich in TYimorpatienten zum Teil drasdsch erhoht, Nur die von den 
Tumoren stammendeDNA soil dann neben der Hintergrund-DNA nachgewiesen werden. Prinzipieli vergleichbar ist die 
Analyse von DNA in anderen Korperfliissigkeiten. 

[0019] Das hier geschilderte Verfahren, was als der nachstliegende Stand der Technik zu betrachten ist, hat jedoch ei- 
nige Nachteile. Es ist beispielsweise nicht moglich, aus der Nachweisbarkeit eines amplifizierten Fragmentes zu unter- 65 
suchender DNA auf die im Serum vorhandene Menge zu schlieBen. Schon geringste Mengen solcher DNA reichen aus, 
um ein positives Resultat zu erzielen, was zum einen ein Vorteil ist, sich aber auch sehr nachteilig auswirken kann, wenn 
man zum Beispiel den Effekt einer Tumorresektion auf die Serum-DNA beurteilen will. Der groBte Nachteil ist jedoch, 
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dass es viele Methylierungspositionen gibt, in welchen sich zu untersuchende DNA und Hintergrund-DNA nur graduell 
unterscheiden. Es ist offensichtlich, dass das existierende MSP-Verfahren nur dann durchgefuhrt werden kann, wenn 
man weiB, dass sich die Hintergund-DNA von der zu untersuchenden DNA in der betreffenden CpG-Position definitiv 
und zu 100% unterscheidet, will man nicht falsche, positive Ergebnisse riskieren. Ist es dagegen in einem Himorgewebe 
5 typisch, dass in z. B. 95% der Tumorzellen eine bestimmte Position methyliert vorliegt, in der ansonsten vorhandenen 
Hintergrund-DNA jedoch nur maximal 5% methyliert vorliegen, so istes mit der MSP-Methode nicht moglich, aussage- 
kraftige Ergebnisse zu produzieren, da eine Quantifizierung der Templat-DNA mittels PCR prinzipiell nicht oder nur mit 
erhohtem Aufwand moglich ist. Zudem liegt dieser Erfindung die Erkenntnis zugrunde, dass es oft Muster von Methy- 
lierungszustanden in einem DNA-Fragment sind, die typisch fur einen bestimmten Typ von Zellen, zum Beispiel einer 
10 Tumorzelle, sind. 

[0020] Stand der Technik ist wiederum ein von Epigenomics entwickeltes Verfahren, welches zu untersuchende DNA 
und Hintergrund-DNA nach Bisulfit-Behandlung gleichermafien amplifiziert und dann die im Fragment enthaltenen, 
ehemaligen CpG-Positionen durch Hybridisierungstechniken untersucht, alternativ mittels Mini-Sequenzierung oder an- 
deren, gangigen Verfahren. Dies hat den Vorteil, dass man ein quantitatives Bild beziiglich der untersuchten Methylie- 

15 rungspositionen erhalt, d. h., es erfolgt die Bestimmung des Methylierungsgrades einer Vielzahl von Positionen, was 
z. B. bei soliden Tumoren eine sehr genau Klassiflzierung crmoglicht. Der Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass sie in 
den Fallen, in denen die Hintergrund-DNA stark iiberwiegt, keine genau Aussage liefern kann, da diese ja genau wie die 
zu untersuchende DNA amplifiziert wird und beide im Gemisch analysiert werden. Dieses Problem existiert nicht bei der 
Analyse von soliden Himoren, wo man das zu untersuchende Material gezielt auswahlen kann; es kann jedoch die Ana- 

20 lyse von beispielsweise Serum-DNA erschweren. 

[0021] Ziel der vorliegenden Erfindung ist es nun, die Nachteile des Standes der Technik zu iiberwinden und die Vor- 
teile beider Verfahren fur die Detektion von Korperfliissigkeiten und Serum zu kombinieren. 

[0022] Die Aufgabe wird dadurch gelost, dass ein Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierung in DNA-Pro- 
ben geschaffen wird, bei dem man die folgenden Schritte ausfiihrt: 
25 man behandelt eine genomische DNA-Probe, welche zu untersuchende DNA und Hintergrund-DNA DNA umfasst, che- 
misch derart, dass alle nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil umgewandelt werden, wahrend die 5-Methylcytosinba- 
sen unverandert bleiben, 

man amplifiziert die chemisch behandelte DNA-Probe unter Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden so- 
wie einer Polymerase, wobei die zu untersuchende DNA gegeniiber der Hintergrund-DNA als Templat bevorzugt wird, 
30 und man analysiert die Amplifikate und schlieBt aus dem Vorliegen eines Amplifikates und/oder aus der Analyse weiterer 
Positionen auf den Methylierungsstatus in der zu untersuchenden DNA. 

[0023] ErfindungsgemaB bevorzugt ist es, dass man die Proben-DNA aus Serum oder anderen Korperfliissigkeiten ei- 
nes Individuums gewinnt. 

[0024] Es ist weiterhin erfindungsgemaB bevorzugt, dass man die Proben-DNA aus Zellinien, Blut, Sputum, Stuhl, 
35 Urin, Serum, Gehim-Ruckenmarks-Fliissigkeit, in Paraffin eingebettetem Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, 
Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologischen Objekttragern und alien moglichen Kombi- 
nationen hiervon gewinnt. 

[0025] Es ist ganz besonders erfindungsgemaB bevorzugt, dass man die chemische Behandlung mit einem Bisulfit (= 
Disulfit, Hydrogensulfit) durchfuhrt. Bevorzugt ist es auch, dass die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA in 
40 Agarose erfolgt. Es ist auch und weiterhin bevorzugt, dass bei der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex dena- 
turierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist. 

[0026] Bevorzugt ist es, dass man die Amplification im zweiten Schritt in Gegenwart mindestens eines weiteren Oli- 
gonukleotids durchfuhrt, welches an ein 5 '-CG- 3 -Dinukieotid oder ein 5'-TG-3'-Dinukleotid oder ein 5-CA-3'-Dinu- 
kleotid bindet, wobei das weitere Oligonukleotid bevorzugt an die Hintergrund-DNA bindet und deren Amplification be- 
45 eintrachtigt. 

[0027] Weiterhin ist es erfindungsgemaB bevorzugt, dass man die chemisch behandelte DNA-Probe im zweiten Schritt 
unter Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden und einem weiteren Oligonukleotid, welches an ein 5-CG- 
3 -Dinukieotid oder ein 5'-TG-3'-Dinukleotid oder ein 5 -CA-3-Dinukleotid hybridisiert, und mindestens einem Repor- 
teroligonukleotid, welches an ein 5 '-CG-3 '-Dinukieotid oder ein 5'-TG-3'-Dinukleotid oder ein 5'-CA-3 '-Dinukieotid hy- 

50 bridisiert, sowie einer Polymerase amplifiziert; wobei das weitere Oligonukleotid bevorzugt an die Hintergrund-DNA 
bindet und deren Amplification beeintrachtigt, und wobei das Reporteroligonukleotid bevorzugt an die zu untersuchende 
DNA bindet und deren Amplification anzeigt. Dabei ist es vorteilhaft, dass man zusatzlich zu dem Reporteroligonukleo- 
tid ein weiteres mit einem FluoreszenzfarbstofT markiertes Oligomer verwendet, welches unmittelbar benachbart zu dem 
Reporteroligonukleotid hybridisiert und sich diese Hybridisierung mittels Fluorcszcnz-Resonanz-Encrgictransfcr nach- 

55 weisen lasst. Weiterhin vorteilhaft ist es, dass ein Tagman-Assay durchgefuhrt wird. Bevorzugt ist es auch, dass ein 
Lightcycler-Assay durchgefuhrt wird. 

[0028] Es ist ferner erfindungsgemaB bevorzugt, dass die zusatzlich zu den Primern verwendeten Oligonukleotide 
nicht liber eine 3-OH-Funktion verfugen. Weiterhin ist bevorzugt, dass die Reporteroligonukleotide mindestens eine 
, Fluoreszenzmarkierung tragen. Ferner ist auch bevorzugt, dass die Reportermolekule die Amplifikation entweder durch 
60 eine Zunahme oder eine Abnahme der Ruoreszenz anzeigen. Dabei ist es besonders vorteilhaft, dass man die Zunahme 
oder Abnahme der Fluoreszenz auch direkt zur Analyse verwendet und aus dem Fluorenzenzsignal auf einen Methylie- 
rungszustand der zu analysierenden DNA schlieBt. 

[0029] Bevorzugt ist es erfindungsgemaB ferner, dass die Hintergrund-DNA in lOOfacher Konzentration im Vergleich 
zur zu untersuchenden DNA vorliegt. Weiterhin ist bevorzugt, dass die Hintergrund-DNA in lOOOfacher Konzentration 
65 im Vergleich zur zu untersuchenden DNA vorliegt. 

[0030] Bevorzugt ist es ferner, dass die Analyse, oder gegebenenfalls die weitere Analyse mittels Hybridisierung an 
Oligomer-Arrays erfolgt, wobei Oligomere Nukleinsauren oder in ihren Hybridisierungseigenschaften ahnliche Mole- 
kiile wie PNA's sein konnen. 
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[0031] Vorteilhaft ist es erfindungsgemaB auch, dass die Oligomere uber einen 12-22 Basen langen Abschnitt an die zu 
analysierende DNA hybridisieren und sie ein CG-, TG- oder CA-Dinukleotid umfassen. 

[0032] Es ist bevorzugt, dass der Methylierungsstatus von mehr als 20 Methylierungspositionen der zu analysierenden 
DNA in einem Experiment nachgewiesen wird. 

[0033] Weiterhin ist bevorzugt, dass der Methylierungsstatus von mehr als 60 Methylierungspositionen der zu analy- 5 
sierenden DNA in einem Experiment nachgewiesen wird. 

[0034] Auch ist es erfindungsgemaB bevorzugt, dass die Analyse, oder gegebenenfalls die weitere Analyse durch Lan- 
genmessung der amplifizierten, zu untersuchenden DNA erfolgt, wobei Methoden zur Langenmessung Gelelektropho- 
rese, Kapillargelelektrophorese, Chromatographic (z. B. HPLC), Massenspektrometrie und andere, geeignete Methoden 
umfassen. Vorteilhaft ist es dabei auch, dass Methoden zur Sequenzierung die Sanger-Methode, Maxam-Gilbert-Me- 10 
thode und andere Methoden, wie Sequencing by Hybridisation (SBH), umfassen. 

[0035] ErfindungsgemaB bevorzugt ist auch ein Verfahren, wobei man die Sequenzierung fur jede oder eine kleine 
Gruppe von CpG-Positionen mit jeweils einem separaten Primeroligonukleotid ausfiihrt und die Verlangerung der Pri- 
mer nur eine oder einige wenige Basen ausmacht und man aus der Art der Primerverlangerung auf den Methylierungs- 
status der betreffenden Positionen in der zu untersuchenden DNA schlieBt. 15 
[0036] Weiterhin ist bevorzugt, dass man aus dem Methylierungsgrad an den verschiedenen, untersuchten CpG-Posi- 
tionen auf das Vorliegen einer Erkankung oder eines anderen medizinischen Zustandes des Patienten schlieBt. 
[0037] Vorteilhaft ist es, dass die Ampliflkate selbst fur die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versehen 
sind. Weiterhin vorteilhaft ist es, dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind oder/und dass die Markierungen 
Radionuklide sind oder/und dass die Markierungen ablbsbare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspektro- 20 
meter nachgewiesen werden. 

[0038] Bevorzugt ist ferner, dass bei der Amplifikation einer der Primer an eine Festphase gebunden ist. 

[0039] ErfindungsgemaB ist es auch, dass die Amplifikate insgesamt im Massenspektrometer nachgewiesen werden 

und somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 

[0040] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Ver- 25 
fahrens zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen 
Ereignisse mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkran- 
kungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstdrungen; klinische, 
psychologische und soziale Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitssto- 
rungen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehifunk- 30 
tion, Schadigung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungs- 
systems; Verletzung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, 
der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krank- 
heit; Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 35 
[0041] Vorteilhaft ist dabei die Verwendung eines erfindungsgemaBen Verfahrens zur Unterscheidung von Zelltypen 
oder Geweben oder zur Untersuchung der ZelldifFerenzierung. 

[0042] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Kit, bestehend aus einem ein Bisulfit enthaltenen Reagenz, 
Primern und weiteren Oligonukleotiden ohne 3'-OH-Funktion zur Herstellung der Amplifikate, sowie optional einer An- 
leitung zur Durchfuhrung eines erfindungsgemaBen Assays 40 
[0043] Die vorliegende Erfindung beschreibt somit ein Verfahren zur Detektion des Methylierungszustandes genom- 
ischer DNA-Proben. Im Gegensatz zu bislang bekannten Verfahren wird der Methylierungsgrad eines Satzes von CpG- 
Positionen in einer ausgewahlten Untergruppe von DNA-Fragmenten z.B. in Serum bestimmt, so dass eine Analyse 
auch in Gegenwart eines Uberschusses an diagnostisch nicht relevanter Hintergrund-DNA moglich ist. 
[0044] Dabei besteht das bevorzugte Verfahren wiederum aus mehreren Schritten, die sich wie folgt zusammenfassen 45 
iassen: 

Zuerst werden dem Patienten Serum und/oder andere Korperflussigkeiten entnommen und die darin befindliche DNA, 
wenn erforderlich, isoliert. Anschliessend wird im zweiten Schritt eine chemische Behandlung, bevorzugt mit einem Bi- 
sulfit (= Hydrogensulfit, Disulfit), durchgefvihrt, wobei beispielsweise alle nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil um- 
gewandelt werden, die methylierten Cytosinbasen (5-Methylcytosin) jedoch unverandert bleiben. Im dritten Verfahrens- 50 
schritt wird nun eine Amplifikation durchgefuhrt, bei der bevorzugt die zu untersuchende DNA amplifiziert wird, nicht 
aber oder nur in geringerem MaB die Hintergrund-DNA. Im folgenden, vierten Schritt werden nun die amplifizierten 
Fragmente auf ihre Methyiierungssignatur hin analysiert und der Methylierungsgrad mehrerer, ehemaliger CpG-Positio- 
nen in den Amplifikaten bestimmt. Im funftcn Vcrfahrcnsschritt wird aus dem Methylierungsgrad an den verschiedenen, 
untersuchten CpG-Positionen auf das Vorliegen einer Erkankung oder eines anderen, medizinischen Zustandes des Pa- 55 
tienten geschlossen. 

[0045] Das Wesen der vorliegenden Erfindung ist es nun, dass zwei Arten von CpG-Positionen eine Rolle spielen und 
gleichermaBen zur Analyse beitragen und die nachfolgend als M Qualifier"-Positionen und "Ciassifier"-Positionen be- 
nannt werden sollen. Die Qualifier-Positionen dienen dazu, in der Amplifikation die zu analysierende DNA von der Hin- 
tergrund-DNA zu unterscheiden. Dies kann technisch, wie im folgenden detailliert dargelegt, auf unterschiedliche Art 60 
und Weise erfolgen. Eigenschaft dieser Positionen ist es jedoch, dass ihr Methylierungsgrad in zu untersuchender DNA 
moglichst verschieden ist von dem in der Hintergrund-DNA und die zu einer Bevorzugung der zu untersuchenden DNA 
in der Amplifikation fiihrt. Die Classifier-Positionen dienen im Gegensatz dazu, aus dem Amplifikat, erzeugt uberwie- 
gend aus der zu untersuchenden DNA, iiber den jeweiligen Methlierungsgrad die fur die Diagnose bedeutende Informa- 
tion zu extrahieren. Es konnen bis zu einigen 100 solcher Classifier-Positionen fur eine Analyse verwendet werden; es er- 65 
folgt die Analyse beipiels weise auf Oligomer- Arrays, auch wenn dies oftmals nicht erforderlich sein wird. Es ist jedoch 
in diesem Fall nicht das Entstehen eines bestimmten Amplifikates, das fiir das Untersuchungsergebnis von Bedeutung ist, 
sondem vielmehr die Analyse der CpG-Positionen in seibigem Amplifikat. In einigen Fallen ist es jedoch sicher moglich 



5 



Dh lUi 12 515 A I 



und sinnvoll, die aus dem Entstehen eines Amplifikates abzuleitende Information in die Analyse mit einzubeziehen; in 
diesem Fall sind einige Positionen dann zugleich Classifier und Qualifier. 

[0046] Der erste Schritt des Verfahrens, die Gewinnung von Proben, erfolgt bevorzugt durch Entnahme von Koperflus- 
sigkeiten, wie z, B. Sputum oder aber Serum; jedoch ist es offenkundig, dass das Verfahren mit vielerlei Proben aus un- 
5 terschiedlichen Quellen durchfuhrbar ist, die hier ohne Anspruch auf Vollstandigkeit aufgefiihrt sind. 

[0047] Bevorzugt wird die in dem Verfahren eingesetzte, genomische DNA aus einer DNA-Probe erhalten, wobei 
Quellen fiir DNA z. B. Zellinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Serum, Gehim-Ruckenmarks-Fliissigkeit, in Paraflfin einge- 
bettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histo- 
logische Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen. 
10 [0048] Es erfolgt in einigen Fallen vor der Bisulfit-Behandlung eine Aufreinigung oder Aufkonzentration der DNA, 
um eine Stoning der Bisulfit-Reaktion und/oder der nachfolgenden PGR durch ein zu hohes MaB an Verunreinigungen zu 
vermeiden. Es ist jedoch bekannt, dass beipielsweise eine PGR aus Gewebe nach Behandlung beispielsweise mit Protei- 
nase K ohne weitere Aufreinigung erfolgen kann, und dies gilt sinngemaB auch fur die Bisulfit-Behandlung und nachfol- 
gendePCR. 

15 [0049] Die chemische Behandlung wird bevorzugt durch Behandlung mit einem Bisulfit (= Hydrogensulft, Disulfit), 
wiederum bevorzugt Natriumbisulfit (weniger geeignet ist Ammoniumbisulfit), durchgefuhrt. Entweder erfolgt die Re- 
aktion nach einer publizierten Variante; bevorzugt ist hier die Einbettung der DNA in Agarose, um die DNA wahrend der 
Behandlung in einzelstrangigen Zustand zu halten, oder aber nach einer neuen Variante durch Behandlung in Gegenwart 
eines Radikalfangers und eines denaturierenden Reagenzes, bevorzugt ein Oligoethylenglykoldialkylether oder bei- 

20 spielsweise Dioxan. Vor der PCR-Reaktion werden die Reagenzien entweder durch Waschen im Fall der Agaroseme- 
thode oder einem DNA- Aufreinigungs verfahren (Stand der Technik, Fallung oder Bindung an eine Festphase, Membran) 
entfernt oder aber einfach durch Verdunnung in einen Konzentrationsbereich gebracht, der die PGR nicht mehr signifi- 
kant beeinflusst, 

[0050] Wesentlich fiir den dritten Schritt ist es nun, dass die Qualifier-Positionen ausgewahlt werden und eine geeig- 
25 nete Methode gewahlt wird, die die selektive Amplification der zu untersuchenden DNA erlaubt. Die Auswahl der Posi- 
tionen erfolgt nach der Pramisse, dass sie sich zwischen Hintergrund-DNA und zu untersuchender DNA hinsichtlich ih- 
rer Methylierung so sehr wie moglich unterscheiden sollten. Dazu werden zunachstdie Methylierungsprofile der jeweils 
in Frage kommenden Abschnitte eines Gens sowohl fiir die zu untersuchenden Tumore als auch fiir die Hintergrund- 
DNA aus gesunden Individuen bestimmt. Diejenigen Positionen, die die groBten Unterschiede zwischen 1\imor-DNA 
30 und Hintergrund-DNA (beispielsweise im Serum) aufweisen, werden als Qualifier-Positionen ausgewahlt. Solche Posi- 
tionen sind fur eine Vielzahl von Genen bereits bekannt, beispielsweise fur GSTpi, fur HIG- 1 und MGMT (von Wronski 
MA., Harris LG., Tano K., Mitra S., Bigner DD., Brent TP. (1992): "Gytosine methylation and suppression of 06-methyl- 
guanine-DNA methyltransferase expression in human rhabdomyosarcoma cell lines and xenografts". Oncol. Res.; 
4(4-5): 167-74; Esteller M., Toyota M., Sanchez-Gespedes M., Gapella G., Peinado MA., Watkins DN., Issa JP, Sidran- 
35 sky D., Baylin SB., Herman JG. (2000): "Inactivation of the DNA repair gene 06-methylguanine-DNA methyltransferase 
by promoter hypermethylation is associated with G to A mutations in K-ras in colorectal tumorigenesis 1 '. Gancer Res., 
May 1; 60(9): 2368-71). Es gibt nun mehrere Methoden, die allesamt bevorzugt sind, mit denen man die zu untersu- 
chende DNA unter Verwendung dieser Qualifier-Positionen bevorzugt amplifizieren kann. 

[0051] Zum einen ist es moglich, wiederum eine der MSP entsprechende Reaktion durchzufuhren, indem man Primer 

40 verwendet, die vollstandig an die Sequenz hybridisieren, die der zu untersuchenden DNA nach Bisulfit-Behandlung ent- 
spricht, nicht aber an die analog behandelte Hintergrund-DNA. Mit anderen Worten, die Primer hybridisieren an einen 
DNA-Abschnitt, in dem sich eine oder mehrere Qualifier-Positionen befinden, und nur wenn deren Methylierungsstatus 
in der urspriinglichen DNA dem der fiir die zu untersuchende DNA charakteristischen entspricht, kann eine Amplifika- 
tion in signifikantem Ausmass stattfinden. Dies ist eine prinzipiell einfache Variante; diese hat jedoch den Nachteil, dass 

45 die Qualifier-Positionen jeweils an einem oder an beiden Enden des DNA-Fragrnentes liegen miissen, d. h. die Glassifier- 
Positionen miissen zwischen den Qualifier-Positionen liegen (oder aber, bei nur einer Qualifier-Position darf diese nicht 
inmitten der Glasifier-Positionen liegen). Auch wenn es erfindungsgemaB bevorzugt ist, eine solche MSP- Variante 
durchzufuhren, ist daher davon auszugehen, dass sie nur in vergleichsweise wenigen Fallen zur Anwendung kommen 
kann, da die Verteilung von Qualifier- und Glassifier-Positionen nur in wenigen Fallen so ideal sein wird. Da prinzipiell 

50 jedoch einfach durchzufuhren, ist sie hier dennoch als bevorzugt aufgefiihrt. 

[0052] Besonders bevorzugt ist jedoch eine Variante, bei der die Primer nicht mit einer Qualifier-Position uberlappen 
oder mit dieser hybridisieren, sondem die PGR-Amplifikation vielmehr durch mindestens ein weiteres Oligonukleotid, 
welches nicht als Primer fungieren kann und welches an eine Qualifier-Position bindet, beeinflusst wird. 
[0053] Das hcifit, dass die chemisch behandelte DNA im Prinzip, wie es Stand der Technik ist, mittels zweier Primer 

55 amplifiziert wird. Innerhalb des von den beiden Primern eingegrenzten DNA-Abschnittes befinden sich eine oder meh- 
rere Qualifier-Positionen. Es werden nun im Gegensatz zur normalen PGR weitere Oligonukleotide zugesetzt, welche an 
diese Qualifier-Positionen binden, und zwar selektiv dann, wenn diese vor der Bisulfit-Behandlung entweder methyliert 
oder nicht methyliert vorlagen. Die zu untersuchende DNA wird demnach bevorzugt dann amplifiziert, wenn die zuge- 
setzten Oligonukleotide weniger effektiv an ihre Qualifier-Positionen binden, als bei der Hintergrund-DNA. Mit anderen 

60 Worten, blockieren die zugesetzten Oligonukleotide selektiv die Amplifikation der Hintergrund-DNA, 

[0054] Bevorzugt enthalten diese zugesetzten Oligonukleotide entweder mindestens ein GG-, ein TG- oder ein GA-Di- 
nukleotid. Sie miissen weiterhin die Eigenschaft haben, dass sie von der in der PGR-Reaktion eingesetzten Polymerase 
nicht selbst verlangert werden konnen. Dies geschieht bevorzugt durch den Einsatz von 3'-Desoxyoligonukleotiden oder 
aber an der 3-Position anderweitig funktionalisierter Oligonukleotide, beipielsweise 3'-0-Acetyloligonukleotiden. Wei- 

65 terhin muss der Abbau dieser Oligonukleotide durch die Polymerase verhindert werden. Dies erfolgt bevorzugt entweder 
durch die Verwendung einer Polymerase ohne Nukleaseaktivitat oder bevorzugt durch Verwendung modifizierter Oligo- 
nukleotide, die beipielsweise am 5'-Ende Thioatbriicken aufweisen und daher gegen einen Abbau resistent sind. 
[0055] Eine weitere, besonders bevorzugte Variante ist die Verwendung von PNA(Peptide Nucleic Acid)-01igomeren, 



6 



Db 101 12 515 A 1 



die sinngemaB wie die Oligonukleotide in diesem Experiment eingesetzt werden. Die PNA-Oligomere werden weder 
von der Polymerase abgebaut und noch konnen sie von dieser verlangert werden, so dass diese fur diese Verfahren sva- 
riante ideal geeignet sind. Verfahren zum Design und der Synthese von DNA-Oligomeren sind Stand der Technik. 
[0056] Wie oben angesprochen, konnen mehrere Qualifier-Positionen und auch demnach mehrere, jeweils fur einen in 
der Hintergrund-DNA vorliegenden Methyiierungsstatus spezifische Oligonukleotide in einem soichen Verfahren ver- 5 
wendet werden. 

[0057] Nach der selektiven Amplification der zu untersuchenden DNA konnen nun bevorzugt, nach an sich bekannten 
Verfahren, der Methyiierungsstatus mehrerer Classifier-Positionen bestimmt werden. 

[0058] Es ist jedoch offensichtlich, dass auch in diesem Fall das Entstehen eines PCR-Fragmentes selbst im Einzelfall 
von hinreichender Aussagekraft sein kann, sofern man, wie auch bei der MSP, die Situation vorliegen hat, dass die Qua- to 
lifter-Position praktisch zu 100% beispielsweise in der Hintergrund-DNA unmethyliert vorliegt, jedoch in der zu unter- 
suchenden DNA aufmethyliert vorliegt. Verwendet man nun in der PGR ein Oligonukleotid, das bevorzugt an die Se- 
quenz bindet, welche in der Bisulfit-Behandlung aus nicht methylierter Hintergrund-DNA entsteht, so entsteht in der 
PGR nur dann ein Produkt, wenn wenigstens eine geringe Menge an zu untersuchender DNA iiberhaupt vorhanden ist. 
Dies kann im Einzelfall bereits hinreichend fur eine Diagnose sein, und es wurde sich hierbei um ein Verfahren handeln, 15 
das ahnliche Eigenschaften aufweist, wie MSP. Obgleich cine solche Durchfuhrung nicht direkt bevorzugt ist, ist ein sei- 
ches Verfahren bislang nicht bekannt und wird demzufolge ebenfalls als zugehorig zum Gegenstand dieser Erfindung be- 
trachtet. 

[0059] Bevorzugt ist es, dass in einer PCR-Reaktion mehrere Fragmente gleichzeitig erzeugt werden, d. h. dass eine 
Multiplex-PCR durchgefuhrt wird. Bei deren Design muss darauf geachtet werden, dass nicht nur die Primer, sondern 20 
auch die weiteren, eingesetzten Oligonukleotide nicht zueinander komplementar sein diirfen, so dass eine hochgradige 
Multiplexierung in diesem Fall schwieriger ist, als in ublich. Jedoch hat man bei Bisulfit-behandelter DNA den \brteil, 
dass aufgrund des unterschiedlichen G- und G-Gehaltes der beiden DNA-Strange ein Forward-Primer niemals auch als 
Reverse-Primer fungieren kann, was die Multiplexierung wiederum erleichtert und diesen Nachteil im wesentlichen aus- 
gleicht. 25 
[0060] Im einfachsten Fall werden nun wiederum die entstandenen Fragmente nachgewiesen. Dazu kommen alle mog- 
lichen, bekannten, molekularbiologischen Verfahren in Frage, wie Gelelektrophorese, Sequenzierung, Fliissigchromato- 
graphie oder Hybridisierungen, ohne dass dabei die Glassifier-Oligonukleotide analysiert werden. Dies ware auch zur 
Qualitatskontrolle der vorangehenden Verfahrensschritte denkbar. Wie oben ausgefuhrt, ist jedoch die nachfolgende 
Analyse des Methylierungsgrades der Glassifier-Positionen besonders bevorzugt. 30 
[0061] Es gibt zahlreiche Moglichkeiten, die bevorzugte Amplifikation der zu untersuchenden DNA mittels der oben 
beschriebenen Verfahren vorteilhaft mit Detektionstechniken fiir die Glassifier-Oligonukleotide zu kombinieren. 
[0062] Detektionstechniken, die sich besonders eignen, sind die Hybridisierung an Oligomerarrays und beispielsweise 
Primer-Extension(Mini-Sequenzierung)-Reaktionen. Die Hybridisierung an Oligomerarrays kann ohne weitere Verande- 
rung von Protokollen gegeniiber dem nachstliegenden Stand der Ibchnik verwendet werden (Olek A., Olek S ., Walter J. ; 35 
WO-Patent 9928498). Jedoch ist es bevorzugt, die Amplifikate an einen Array von Oligomeren zu hybridisieren, der aus 
Paaren von an einer Festphase immobilisierten Oligonukleotiden besteht, von denen eines jeweils stark bevorzugt an ei- 
nen, ein ursprunglich unmethyliertes GpG (Glassifier-Position) enthaltenden DNA- Abschnitt hybridisiert und das andere 
wiederum stark bevorzugt an den entsprechenden Abschnitt, in dem ursprunglich ein methyliertes GpG enthalten war, je- 
weils vor der Bisulfit-Behandlung und Amplifikation. Besonders bevorzugt ist in diesem Fall das Amplifikat oder die 40 
Amplifikate fluoreszent oder radioaktiv oder mit ablbsbaren Massentags markiert, so dass sich nach der Hybridisierung 
die an die beiden Oligonukleotide eines Paares gebundenen Fragmente anhand dieser Markierung nachweisen und quan- 
tifizieren lassen. Man erhalt ein Intensitatsverhaltnis, aus dem man beispielsweise nach Eichung des Experimentes mit 
vollstandig methylierter und unmethylierter DNA den Methylierungsgrad an der jeweiligen Glassifier-Position bestim- 
men kann, Auf einem soichen Oligomer- Array (Fig. 1) lassen sich eine Vielzahl von Fragmenten und Glassifier-Positio- 45 
nen gleichzeitig nachweisen. Es ist sinnvoll und bevorzugt, dass der Array auch Qualifier-Positionen detektierende Oli- 
gomere zur Kontrolle des Experimentes enthalt, da so das Verhaltnis der in die Analyse eingehenden, zu untersuchenden 
DNA zur Hintergrund-DNA bestimmt werden kann, 

[0063] Primerextensionsreaktionen konnen ebenfalls an auf einer Festphase immobilisierten Oligonukleotiden ausge- 
fuhrt werden. Obgleich nicht zwingend erforderlich, ist die Immobilisierung dieser Primer bevorzugt, da in der Regel 50 
eine Vielzahl von Glassifier-Positionen aus mehreren Amplifikaten untersucht werden soli und dies auf einer Festphase, 
also an einem Oligomerarray, bedeutend leichter und in einem Experiment durchfuhrbar ist. Es ist besonders bevorzugt, 
dass die Primer sich unmittelbar neben einer Glassifier-Position befinden und dass die Verlangerung nur um ein Nukleo- 
tid crfolgt. Es ist besonders bevorzugt, dass lediglich Didcsoxythymidin und Didesoxycytidin als Nukleotide zugesetzt 
werden und dass diese jeweils mit einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, wobei allerdings auch an- 55 
dere, unterscheidbare Markierungen, wie Massentags, denkbar und bevorzugt sind. Nach einer Bisulfit-Behandlung und 
Amplifikation liegen ehemalige, methyiierte GG als GG und nicht methylierte GG nunmehr als TG vor. Die Primerex- 
tensionsreaktion fuhrt daher entweder zum Einbau eines Didesoxycytidins oder Didesoxythymidins. Aus dem \ferhaltnis 
der fur diese beiden Terminatoren jeweils detektierten Fluoreszenzmarkierungen lasst sich auf den Methylierungsgrad 
der jeweiligen Position schlieBen. Es ist auch moglich und bevorzugt, in diesem Fall die Primerextension mit Desoxycy- 60 
tidin und Desoxythymidin durchzufuhren, wenn man kein Guaninderivat zugibt und demzufolge bei einer TG- oder GG- 
Sequenz bereits nach einer Base die Primerextension ohnehin endet. Zudem ist es ebenfalls bevorzugt, die Analyse auf 
dem Gegenstrang durch Unterscheidung von GA und GG analog durchzufuhren, dann entsprechend mit Didesoxy-ATP 
und Didesoxy-GTP oder deren Derivaten. 

[0064] Eine besonders bevorzugte Variante des Verfahrens ist jedoch die gleichzeitige Detektion von Qualifier-Positio- 65 
nen und Glassifier-Positionen in einem Experiment, was sich durch Verwendung von Taqman oder Lightcycler-Techno- 
logievarianten erzielen lasst. Dabei werden zusatzlich zu den Oligonukleotiden, die fur eine bevorzugte Amplifikation 
der zu untersuchenden DNA sorgen, weitere, fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide zugesetzt, und die Anderung der 
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Fluoreszenz wahrend der PCR-Reaktion gemessen. Dabei erhalt man iiberwiegend, weil ja hauptsachlich die zu untersu- 
chende DNA amplifiziert wird, auch aus dieser Fluoreszenzanderung unmittelbar Information iiber den Methylierungs- 
status verschiedener Classifier-CpG-Positionen. Da verschiedene Oligonukleotide bevorzugt jeweils mit unterschiedii- 
chen Ruoreszenzfarbstoffen versehen werden, ist auch eine Unterscheidung der Fluoreszenzanderung wahred der PGR 
5 getrennt fur verschiedene Positionen moglich. 

[0065] Diese vom Methylierungsstatus abhangige Fluoreszenzanderung kann durch zahlreiche Methoden erzielt wer- 
den, von denen hier beispielhaft zwei aufgefuhrt werden sollen. 

[0066] Zum einen konnen Oligonukleotid-Sonden verwendet werden, die spezifisch entweder an eine Sequenz binden, 
die durch chemische Behandlung aus einer an der entsprechenden Position unmethylierten DNA hervorgegangen ist, 

10 oder aber entsprechend an einer Sequenz, die durch chemische Behandlung aus einer an der entsprechenden Position me- 
thylierten DNA hervorgegangen ist. Diese Sonden sind besonders bevorzugt mit zwei Ruoreszenzfarbstoffen versehen, 
einem Quencherfarbstoff und einem als Marker dienenden Fluoreszenzfarbstoff. Beide sind mit der gleichen Oligonu- 
kleotidsonde verkniipft. Findet nun eine PCR-Reaktion mit der zu untersuchenden DNA als Templat statt, so wird die 
PCR-Reaktion diesmal durch die fluoreszent markierte Oligomersonde blockiert. Da diese jedoch nicht gegen die Nu- 

15 kleaseaktivitat der Polymerase resistent ist, findet ein Abbau der an die Templat-DNA gebundenen Sonde wahrend der 
PCR-Reaktion statt, der mit der Bindungseffizienz der Sonde an das Templat korrelicrt, da die nicht gebundene Sonde 
von der Polymerase nicht abgebaut wird. Der Abbau der Sonde wird nun dadurch, dass dabei der Quencherfarbstoff und 
der als Marker dienende Ruoreszenzfarbstoff voneinander getrennt werden, durch eine Zunahme der Ruoreszenz des 
MarkerfarbstofTs unmittelbar sichtbar. Im Prinzip handelt es sich hierbei um eine Variante des sogenannten Taqman-As- 

20 says. 

[0067] Was man demnach misst, ist das Entstehen eines PCR-Produktes aus der zu untersuchenden DNA, jedoch nur 
dann wenn die untersuchte Classifier-Position auch in dem Methylierungszustand vorliegt, den die Sonde durch Hybri- 
disieren an die chemisch behandelte DNA detektieren kann. Eine Gegenprobe mit einer Sonde, die entsprechend an die 
Classifier-Position im anderen Methylierungszustand binden wurde, ist daher zweckmaBig und bevorzugt. 
25 [0068] Bevorzugt werden verschiedene Ruoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Emissionswellenlangen an meh- 
reren Sonden zusammen mit dem Quencher eingesetzt, um eine Unterscheidbarkeit der Sonden und damit eine Multiple- 
xierung zu erreichen. 

[0069] Auch bei einem solchen Assay werden an die Qualifier-Position bindende Oligonukleotide eingesetzt, die eine 
signifikante Amplifikation der Hintergrund-DNA verhindern. Die Amplifikation der zu untersuchenden DNA kann auch 

30 derart analysiert werden, dass man die gleiche Position auch mit einer Sonde, wie oben beschrieben, untersucht und die 
Amplifikation demnach durch eine an eine Qualifier-Position bindende Sonde nachweist. In diesem Fall ist es besonders 
bevorzugt, dass das nicht abbaubare Oligonukleotid selektiv an die Hintergrund-DNA bindet, wahrend die fluoreszenz- 
markierte Sonde an die zu untersuchende DNA bindet. In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens weisen 
dabei die Sonde und das nicht abbaubare Oligonukleotid bis auf bevorzugt eine, nicht aber mehr als zwei Nukleobasen 

35 die gleiche Sequenz auf. 

[0070] Besonders bevorzugt ist zudem eine Variante, bei der mehrere methylierbare Positionen als Quaiifier-Positionen 
deflniert werden und fur diese Positionen je mindestens ein, an die Hintergrund-DNA bevorzugt bindendes Oligonukeo- 
tid so wie eine Sonde verwendet werden. Da die Amplifikation der Hintergrund-DNA in diesem Fall durch mehrere Oli- 
gonukleotide unterdriickt wird, eignet sich dieses Verfahren besonders in Fallen, in denen der Uberschuss an Hinter- 

40 grund-DNA gegeniiber der zu untersuchenden DNA besonders groB ist. In vielen Fallen wird sich bei dieser Variante und 
dem Vorliegen mehrerer Quaiifier-Positionen in einem Fragment die weitere Untersuchung von Classifier-Positionen er- 
iibrigen, da mit den heute verfiigbaren Geraten auch nicht beliebig viele unterschiedliche Farbstoffe (meistens sind es 
4-5) gleichzeitig detektiert werden konnen. Die Untersuchung weiterer Classifier-Positionen wird dann bevorzugt mit ei- 
ner der anderen, oben erwahnten Detektionstechniken durchgefuhrt. 

45 [0071] Bevorzugt ist es auch, dass mit einer Sonde mehrere Positionen gleichzeitig auf ihren Methylierungsgrad unter- 
sucht werden konnen. 

[0072] Ist eine genauere Quantifizierung des Methylierungsgrades der Classifier-Positionen wunschenswert, so konnen 
bevorzugt auch zwei miteinander konkurrierende Sonden mit unterschiedlichen Farbstoffen eingesetzt werden, wobei 
eine wiederum im Fall einer unmethylierten Position in der zu untersuchenden DNA, die andere umgekehrt im Fall einer 
50 methylierten Position bevorzugt bindet. Aus dem Vernal tnis der Ruoreszenzzunahmen fur die beiden Farbstoffe lasst 
sich dann wiederum auf den Methylierungsgrad der untersuchten Position schlieBen. 

[0073] Ein grundsatzlich anderes Verfahren, bei dem jedoch auch wahrend der PGR eine Fluoreszenzanderung erfolgt, 
ist gegen wartig als LightCyclertm-Technoiogie bekannt. Dabei wird ausgenutzt, dass ein Fluoreszenz-Resonanz-Ener- 
gietransfcr (FRET) zwischcn zwei Farbstoffen nur erfolgcn kann, wenn diese sich in unmmittelbarer Nahe, das hciBt 1-5 

55 Nukleotide voneinander entfernt befinden. Nur dann kann der zweite Farbstoff von der Emission des ersten Farbstoffes 
angeregt werden und dann seinerseits Licht einer anderen Wellenlange emittieren, das dann detektiert wird. 
[0074] Im vorliegenden Fall der Methylierungsanalyse erfolgt eine Hybridisierung einer fluoreszenzmarkierten Sonde 
an die betreffende, chemisch behandelte DNA an einer Classifier-Position, und die Bindung dieser Sonde hangt wie- 
derum davon ab, ob die zu untersuchende DNA an dieser Position methyliert oder unmethyliert vorlag. Unmittelbar be- 

60 nachbart zu dieser Sonde bindet eine weitere Sonde mit einem anderen Ruoreszenzfarbstoff. Diese Bindung erfolgt be- 
vorzugt wiederum methylierungsabhangig, wenn in dem betreffenden Sequenzabschnitt eine weitere, methylierbare Po- 
sition vorliegt. Wahrend der Amplifikation wird nun die DNA vermehrt, weshalb immer mehr fluoreszenzmarkierte Son- 
den benachbart an die betreffende Position binden, sofern diese den dafiir erforderlichen Methylierungszustand aufwies, 
und daher sich ein zunehmender FRET gemessen wird. 

65 [0075] Auch bei diesem Verfahren erfolgt bevorzugt eine Multiplexierung mit mehreren, verschieden fluoreszenzmar- 
kierten Sonden. 

[0076] Auch hier ist es wiederum moglich und bevorzugt, dass eine Qualifier-Position gemessen wird. Angenommen, 
dass die Hintergrund-DNA an der betreffenden Position unmethyliert vorliegt und nach chemischer Behandlung und 
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Amplifikation ein TG-Dinukleotid an dieser Position ergibt, und dass im Gegensatz die methylierte, zu untersuchende 
DNA ein CG-Dinukleotid ergibt, wurde eine fluoreszenzmarkierte Sonde an die ein CG enthaltende Sequenz binden, 
wahrend ein konkurrierendes Oligomer, welches nicht markiert ist, an die entsprechende TG-Sequenz der Hintergund- 
DNA bindet. Dabei ist es wichtig, dass das unmethylierte Oligonukleotid die Amplifikation aufgrund seiner deutlich ho- 
heren Schmelztemperatur im Gegensatz zu den kurzeren Sondenolignukleotiden hemmt. Insofern sind in diesem Fall 5 
Sonden und an die chemisch behandelte Hintergrund-DNA bindende Oligomere nicht bis auf wenige Basen identisch, 
sondern sie sind wesentlich (urn 5-15 Basen) langer. Auch istes wiederum moglich und bevorzugt, modifizierte Oligo- 
nukleotide und/oder PNA's einzusetzen. Auch in diesem Fall sind alle Sonden und Oligonukleotide bis auf die Primer an 
ihrem 3'-Ende blockiert, um eine Verlangerung in der PGR zu vermeiden. Dies kann beispielsweise mit einer Phosphat- 
gruppe erfolgen. 10 
[0077] Beide Verfahren unterscheiden sich im Ergebnis hauptsachlich darin, dass in einem Fall eine Abnahme, im an- 
deren Fall eine Zunahme der Fluoreszenz gemessen wird. In beiden Fallen konnen sowohl Qualifier- als auch Classifier- 
Positionen gemessen werden. 

[0078] Zusammenfassend ist ein Verfahren zum Nachweis von Gytosin-Methylierung in DNA-Proben besonders be- 
vorzugt, bei welchem die folgenden Schritte ausgefuhrt werden: Zuerst wird eine genomische DNA-Probe, welche zu 15 
untersuchende DNA und Hintergrund-DNA DNA umfasst, chemisch derart behandeit, dass alle nicht methylierten Cy- 
tosinbasen in Uracil umgewandelt werden, wahrend die 5-Methylcytosinbasen unverandert bleiben; dann wird die che- 
misch behandelte DNA-Probe unter Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden sowie einer Polymerase am- 
plifiziert, wobei die zu untersuchende DNA gegenuber der Hintergrund-DNA als Templat bevorzugt wird, und im nach- 
sten Schritt werden die Amplifikate analysiert und aus dem Vorliegen eines Amplifikates und/oder aus der Analyse wei- 20 
terer Positionen auf den Methylierungsstatus in der zu untersuchenden DNA geschlossen. 

[0079] In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante wird die Proben-DNA aus Serum oder anderen Kdrperfliis- 
sigkeiten eines Individuums gewonnen. Ebenfalls bevorzugt ist es, dass die Proben-DNA aus Zellinien, Blut, Sputum, 
Stuhl, Urin, Serum, Gehim-Riickenmarks-Flussigkeit, in Paraffin eingebettetem Gewebe, beispielsweise Gewebe von 
Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologischen Objekttragern und alien mbglichen 25 
Kombinationen hiervon gewonnen wird. 

[0080] In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird die chemische Behandlung mit einem Bisulfit (= 
Disulfit, Hydrogensulfit) durchgefuhrt. Bevorzugt ist es, die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA in Agarose 
durchzufuhren. Auch ist es bevorzugt, dass bei der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex denaturierendes Rea- 
genz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist. 30 
[0081] In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante wird die Amplifikation im zweiten Schritt in Gegenwart 
mindestens eines weiteren Oligonukleotids durchgefuhrt, welches an ein 5-CG-3'-Dinukleotid oder ein 5'-TG-3'-Dinu- 
kleotid oder ein 5'-CA-3'-Dinukleotid bindet, wobei das weitere Oligonukleotid bevorzugt an die Hintergrund-DNA bin- 
det und deren Amplifikation beeintrachtigt. 

[0082] Besonders bevorzugt ist es zudem, dass man die chemisch behandelte DNA-Probe im zweiten Schritt unter Ver- 35 
wendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden und einem weiteren Oligonukleotid, welches an ein 5'-CG-3'-Dinu- 
kleotid oder ein 5-TG-3'-Dinukleotid oder ein 5'-GA-3-Dinukleotid hybridisiert, und mindestens einem Reporteroligo- 
nukleotid, welches an ein 5'-CG-3'-Dinukleotid oder ein 5'-TG-3'-Dinukleotid oder ein 5'-GA-3'-Dinukleotid hybridi- 
siert, sowie einer Polymerase amplifiziert, wobei das weitere Oligonukleotid bevorzugt an die Hintergrund-DNA bindet 
und deren Amplifikation beeintrachtigt und wobei das Reporteroligonukleotid bevorzugt an die zu untersuchende DNA 40 
bindet und deren Amplifikation anzeigt. 

[0083] Es ist auch bevorzugt, dass zusatzlich zu dem Reporteroligonukleotid ein weiteres, mit einem Fluoreszenzfarb- 
stoff markiertes Oligomer verwendet wird, welches unmittelbar benachbart zu dem Reporteroligonukleotid hybridisiert 
und sich diese Hybridisierung mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) nachweisen lasst. 
[0084] Besonders bevorzugt wird fur die Analyse ein Taqman-Assay durchgefuhrt. Ebenso ist es bevorzugt, einen 45 
LightCycler- Assay (wie oben beschrieben) durchzufuhren. 

[0085] Besonders bevorzugt verfugen die zusatzlich zu den Primern verwendeten Oligonukleotide nicht uber eine 3- 
OH-Funktion. Zudem tragen die Reporteroligonukleotide besonders bevorzugt mindestens eine Fluoreszenzmarkierung. 
[0086] Es ist besonders bevorzugt, dass die Reportermolekule die Amplifikation entweder durch eine Zunahme oder 
eine Abnahme der Fluoreszenz anzeigen und dass die Zunahme oder Abnahme der Fluoreszenz auch direkt zur Analyse 50 
verwendet wird und aus dem Fluorenzenzsignal auf einen Methyiierungszustand der zu analysierenden DNA geschlos- 
sen wird. 

[0087] In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante erfolgt die Analyse oder die weitere Analyse mittels Hybri- 
disierung an Oligomer- Arrays, wobei Oligomere Nuklcinsauren oder in ihren Hybridisierungseigenschaften ahnlichc 
Molekule, wie PNA's sein konnen. Bevorzugt hybridisieren die Oligomere uber einen 12-22 Basen langen Abschnitt an 55 
die zu analysierende DNA und umfassen ein CG-, TG- oder CA-Dinukleotid. Mit dieser Methode wird bevorzugt der 
Methylierungsstatus von mehr als 20 Methylierungspositionen der zu untersuchenden DNA in einem Experiment nach- 
gewiesen; besonders bevorzugt sind es mehr als 60 Methylierungspositionen. 

[0088] Besonders bevorzugt ist auch ein Verfahren, bei dem die weitere Analyse durch Langenmessung der amplifi- 

zierten, zu untersuchenden DNA erfolgt, wobei Methoden zur Langenmessung Gelelektrophorese, Kapillargelelektro- 60 

phorese, Chromatographie (z. B. HPLG), Massenspektrometrie und andere geeignete Methoden umfassen. 

[0089] Besonders bevorzugt ist auch ein Verfahren, bei dem die weitere Analyse durch Sequenzierung erfolgt, wobei 

Methoden zur Sequenzierung die Sanger-Methode, Maxam-Gilbert-Methode und andere Methoden, wie Sequencing by 

Hybridisation (SBH), umfassen. Wiederum bevorzugt ist ein Verfahren, wobei die Sequenzierung (nach Sanger) fur jede 

oder eine kleine Gruppe von CpG-Positionen mit jeweils einem separaten Primeroligonukleotid ausgefuhrt wird und die 65 

Verlangerung der Primer nur eine oder einige wenige Basen ausmacht, und aus der Art der Primerverlangerung auf den 

Methylierungsstaus der betreffenden Positionen in der zu untersuchenden DNA geschlossen wird. 

[0090] In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante wird aus dem Methylierungsgrad an den verschiedenen, un- 
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tersuchten CpG-Positionen auf das Vorliegen einer Erkankung oder eines anderen medizinischen Zustandes des Patien- 
ten geschlossen. 

[0091] Besonders bevorzugt sind auch die Amplifikate selbst fur die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung 
versehen. Bei diesen Markierungen handelt es sich bevorzugt um Fluoreszenzmarkierungen, Radionuklide oder ablos- 
5 bare Massenmarkierungen, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden. 

[0092] Weiterhin ist ein Verfahren bevorzugt, bei dem bei der Amplifikation einer der Primer an eine Festphase gebun- 
den ist. 

[0093] Auch bevorzugt ist eine Verfahrensvariante, wobei die Amplifikate insgesamt im Massenspektrometer nachge- 
wiesen werden und somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 

10 [0094] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines der beschriebenen Verfahren zur 
Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse 
mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: unerwunschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; 
CNS-Fehifunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologi- 
sche und soziale Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; De- 

15 menz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Scha'di- 
gung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; 
Verletzung, Entziindung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des 
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmer- 

20 zen oder sexuelle Fehlfunktion . 

[0095] Zudem bevorzugt ist die Verwendung eines der beschriebenen Verfahren zur Unterscheidung von Zelltypen 
oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

[0096] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, bestehend aus einem Bisuifit enthaitenen Rea- 
genz, Primem und weiteren Oligonuleotiden ohne 3-OH-Funktion zur Herstellung der Amplifikate, sowie optional einer 
25 Anleitung zur Durchfuhrung zumindest einer der beschriebenen Verfahrensvarianten. 
[0097] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung: 

Beispiel 1 

30 Herstellung von nicht- und aufmethylierter DNA und Bisulfit-Behandlung 

[0098] Fur die Herstellung aufmethylierter DNA wurden humane, genomische DNA mit S-Adenosylmethion und der 
CpG-Methylase (SssI, New England Biolabs) nach Angaben des Herstellers behandelt. Fur die Herstellung nicht-methy- 
lierter DNA wurde das Genfragment ELK-1 mit den Primem GCTCTATGGTCTTGTCTAACCGTA (SEQ-ID: 1) und 

35 AGGTGGTGGTGGCGGTGG (SEQ-ID: 2), ausgehend von humaner, genomischer DNA, mittels PGR amplifiziert. Die 
so hergestellte, nicht- und aufmethylierte DNA, wie auch humane, genomische DNA, wurde unter Verwendung von Bi- 
suifit (Hydrogensuifit, Disulfit) derart behandelt, dass alle nicht an der 5-Position der Base methylierten Gytosine so ver- 
andert werden, dass eine hinsichtlich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche Base entsteht, wahrend die in 5-Po- 
sition methylierten Gytosine unverandert bleiben. Wird fiir die Reaktion Bisuifit im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 

40 Mol und 6 Mol verwendet, so findet an den nicht methylierten Cytosinbasen eine Addition statt. Zudem miissen ein de- 
naturierendes Reagenz oder Losungsmittel sowie ein Radikalfanger zugegen sein. Eine anschlieBende, alkalische Hydro- 
lyse fuhrt dann zur Umwandlung von nicht methylierten Gytosin-Nukleobasen in Uracil. Diese umgewandelte DNA 
dient dazu, methylierte Gytosine nachzuweisen. 

45 Beispiel 2 

Herstellung der Gy5-markierten Gensonden 

[0099] Ausgehend von den Bisulfit-behandeiten DNA-Proben wird je ein definiertes Fragment der Lange 595 bp aus 
50 der Promotorregion des ELK- 1 -Gens amplifiziert, Die Amplifikation wird mit den Primeroligonukleotiden 
ATGGTTTTGTTTAATYGTAGAGTTGTTT (SEQ-ID: 3) und TAAAGGGRAAAAAAAAAGGGAATAT (SEQ-ID: 4) 
durchgefiihrt. Durch Verwenden von Primeroligonukleotiden, die mit dem Fluoreszenfarbstoff Gy5 markiert sind, wird 
das Fragment direkt bei der PGR markiert. Als Matrix DNA wird Bisuifit (Hydrogensuifit, Disulfit) behandelte, 1. nicht- 
mcthylicrte, 2. aufmethylierte und 3. humane, genomische DNA verwendet. AnschlicBcnd werden diese drei untcr- 
55 schiedlichen DNA-Fragmente in getrennten Hybridisierungen auf ihren Methylierungsgrad an einer spezifischen GpG- 
Position untersucht. 

Beispiel 3 

60 Durchfuhrung der Hybridisierung und Auswertung eines hybridisierten DNA-"Ghip M 

[0100] Die in Beispiel 2 hergestellte Gensonde wird auf einem DNA-Ghip hybridisiert. Auf dem Ghip sind zuvor Oli- 
gonukleodde immobilisiert worden. Die Oligonukleotidsequenzen leiten sich von dem in Beispiel 2 genannten, amplifi- 
zierten Fragment des Gens ELK-1 ab und reprasentierten die GG-Dinukleotide, die unmittelbare Umgebung einschlie- 
65 Bend. Die Lange der Oligonukleotide betragt 14-22 Nukleotide; die Position des GG-Dinukleotids innerhalb der Oligo- 
nukleotide ist variabel. Nach der Hybridisierung wird der DNA-Ghip gescannt (siehe Fig. 1) und die Hybridisierungssi- 
gnale numerisch ausgewertet (Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis der Hybridisierung fur die Oligonukleotide GTAGT- 
CAAGGAAAAGAAA (SEQ-ID: 5) und GTAGTGAAGAAAAAGAAA (SEQ-ID: 6) wird in Fig. 1 gezeigt. Hierbei hy- 
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bridisiert CTACTCAACGAAAACAAA (SEQ-ID: 5) bevorzugt, wenn das zu Cytosin des ELK- 1 -Fragments, welches 
sich an Position 103 des Amplifikates befindet, methyliert ist, CTACTCAACAAAAACAAA (SEQ-ID: 6), wenn dieses 
Cytosin nicht methyliert ist. 

[0101] In Fig. 1 ist ein DNA-Chip nach Hybridisierung mit dem Promotor-Fragment dargestellt. Dargestellt ist das 
Falschfarben-Biid, wie es nach dem Scannen erzeugt wird. Entgegen der hier dargestellten schwarzweiB-Abbildung wird 5 
von dem Scanner ein farbiges Bild erzeugt. Die Intensitat der verschiedenen Farben reprasentiert den Grad der Hybridi- 
sierung, wobei der Hybridisierungsgrad von rot (in Fig. 1 als helle Spots zu erkennen) nach blau (in Fig. 1 als dunkle 
Spots zu erkennen) abnimmt. 
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Oligonukleotid 5 

<400> 5 

ctactcaacg aaaacaaa 18 io 



<210> 6 is 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 20 



<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 6 

ctactcaaca aaaacaaa 



30 

18 



Patentanspriiche 35 

1. Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierung in DNA-Proben, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
folgenden Schritte ausfuhrt: 

man behandelt eine genomische DNA-Probe, welche zu untersuchende DNA und Hintergrund-DNA DNA umfasst, 
chemisch derart, dass alle nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil umgewandelt werden, wahrend die 5-Methyl- 40 
cytosinbasen unverandert bleiben, 

man amplifiziert die chemisch behandelte DNA-Probe unter Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden 
sowie einer Polymerase, wobei die zu untersuchende DNA gegenuber der Hintergrund-DNA als Templat bevorzugt 
wird und 

man analysiert die Amplifikate und schlieBt aus dem Vorliegen eines Amplifikates und/oder aus der Analyse weite- 45 
rer Positionen auf den Methylierungsstatus in der zu untersuchenden DNA. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die Proben-DNA aus Serum oder anderen Kor- 
perflussigkeiten eines Individuums gewinnt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die Proben-DNA aus Zellinien, Blut, Sputum, 
Stuhl, Urin, Serum, Gehirn-Ruckenmarks-Flussigkeit, in Paraffin eingebettetem Gewebe, beispielsweise Gewebe 50 
von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologischen Objekttragern und alien 
moglichen Kombinationen hiervon gewinnt. 

4. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die chemische Be- 
handlung mit einem Bisulfit (= Disulfit, Hydrogensulfit) durchfiihrt, 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA 55 
in Agarose erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass bei der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex 
denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist. 

7. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplification im 
zweiten Schritt in Gegenwart mindestens eines weiteren Oligonukleotids durchfuhrt, welches an ein 5'-CG-3'-Dinu- 60 
kleotid oder ein 5-TG-3'-Dinukleotid oder ein 5'-CA-3*-Dinukleotid bindet, wobei das weitere Oligonukleotid be- 
vorzugt an die Hintergrund-DNA bindet und deren Amplification beeintrachtigt. 

8. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die chemisch behan- 
delte DNA-Probe im zweiten Schritt unter Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden und einem wei- 
teren Oligonukleotid, welches an ein 5-CG-3 -Dinukleotid oder ein 5-TG-3'- Dinukleotid oder ein 5'-CA-3'-Dinu- 65 
kleotid hybridisiert, und mindestens einem Reporterohgonukleotid, welches an ein 5"-CG-3'-Dinukleotid oder ein 
5'-TG-3'-Dinukleotid oder ein 5-CA- 3 -Dinukleotid hybridisiert, sowie einer Polymerase amplifiziert, wobei das 
weitere Oligonukleotid bevorzugt an die Hintergrund-DNA bindet und deren Amplification beeintrachtigt und wo- 
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bei das Reporteroligonukleotid bevorzugt an die zu untersuchende DNA bindet und deren Amplification anzeigt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass man zusatzlich zu dem Reporteroligonukleotid ein 
weiteres, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiertes Oligomer verwendet, welches unmittelbar benachbart zu dem 
Reporteroligonukleotid hybridisiert und sich diese Hybridisierung mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 

5 nachweisen lasst. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein Taqman- Assay durchgefuhrt 
wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein Lightcycler-Assay durchge- 
fuhrt wird. 

10 12. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die zusatzlich zu den Primem ver- 
wendeten Oligonukleotide nicht iiber eine 3'-OH-Funktion verfugen. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Reporteroligonukleotide min- 
destens eine Fluoreszenzmarkierung tragen. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Reportermolekule die Ampli- 
15 fikation entweder durch eine Zunahme oder eine Abnahme der Fluoreszenz anzeigen. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass man die Zunahme oder Abnahme der Fluoreszenz 
auch direkt zur Analyse verwendet und aus dem Fluoreszenzsignal auf einen Methylierungszustand der zu analysie- 
renden DNA schlieBt. 

16. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Hintergrund-DNA in 
20 lOOfacher Konzentration im Vergleich zur zu untersuchenden DNA vorliegt. 

17. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Hintergrund-DNA in 
lOOOfacher Konzentration im Vergleich zur zu untersuchenden DNA vorliegt. 

18. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Analyse, oder im Falle 
eines Verfahrens nach einem der Anspruche 6 bis 11, die weitere Analyse mittels Hybridisierung an Oligomer- Ar- 

25 rays erfoigt, wobei Oligomere Nukleinsauren oder in ihren Hybridisierungseigenschaften ahnliche Molekule, wie 
PNA's sein konnen. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligomere iiber einen 12-22 Basen langen Ab- 
schnitt an die zu analysierende DNA hybridisieren und sie ein CG-, TG- oder CA-Dinukleotid umfassen. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Methylierungsstatus von 
30 mehr als 20 Methylierungspositionen der zu analysierenden DNA in einem Experiment nachgewiesen wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Methylierungsstatus von 
mehr als 60 Methylierungspositionen der zu analysierenden DNA in einem Experiment nachgewiesen wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Analyse, oder im Fall der An- 
spruche 8 bis 12, die weitere Analyse durch Langenmessung der amplifizierten, zu untersuchenden DNA erfoigt, 

35 wobei Methoden zur Langenmessung Gelelektrophorese, Kapillargelelektrophorese, Chromatographic (z. B. 
HPLC), Massenspektrometrie und andere geeignete Methoden umfassen. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Analyse, oder im Fall der An- 
spruche 8 bis 12, die weitere Analyse durch Sequenzierung erfoigt, wobei Methoden zur Sequenzierung die Sanger- 
Methode, Maxam-Gilbert-Methode und andere Methoden, wie Sequencing by Hybridisation (SBH), umfassen. 

40 24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass man die Sequenzierung fur jede oder eine kleine 
Gruppe von CpG-Positionen mit jeweiis einem separaten Primeroligonukleotid ausfuhrt und die Verlangerung der 
Primer nur eine oder einige wenige Basen ausmacht, und man aus der Art der Primerverlangerung auf den Methy- 
lierungsstatus der betrefTenden Positionen in der zu untersuchenden DNA schlieBt. 

25. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man aus dem Methylie- 
45 rungsgrad an den verschiedenen, untersuchten CpG-Positionen auf das Vorliegen einer Erkankung oder eines ande- 

ren medizinischen Zustandes des Patienten schlieBt, 

26. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikate selbst fur 
die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versehen sind. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind. 
50 28. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radionuklide sind, 

29. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen ablosbare Massenmarkierungen 
sind, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden. 

30. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass bei der Amplification ei- 
ner der Primer an eine Festphase gebunden ist. 

55 31. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikate insgesamt im 
Massenspektrometer nachgewiesen werden und somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 

32. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche zur Diagnose und/oder Prognose 
nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der fol- 
genden Kategorien angehoren: unerwunschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, 

60 Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologische und soziale 
Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder 
assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verlet- 
zung, Entziindung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 

65 Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Mus- 
keln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 
Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

33. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche zur Unterscheidung von Zelltypen 
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oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

34. Kit, bestehend aus einem BisuLfit enthaltenen Reagenz, Primern und weiteren Oligonukleotiden ohne 3-OH- 
Funktion zur Herstellung der Amplifikate sowie optional einer Anleitung zur Durchfuhrung eines Assays nach ei- 
nem der Anspriiche 1-31. 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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